Association of Cerebrospinal Fluid Levels of Lateral Olfactory Tract Usher Substance (LOTUS) With Disease Activity in Multiple Sclerosis by 高橋 慶太
                       博士の学位論文審査結果の要旨 
   
 
 
    申 請 者 氏 名  高橋 慶太 
 
横浜市立大学大学院医学研究科 
神経内科学・脳卒中医学  専攻 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
審  査  員 
 
主 査  横浜市立大学大学院医学研究科教授   川 原 信 隆  
 
副 査  横浜市立大学大学院医学研究科教授   田 村 智 彦 
 
副 査  横浜市立大学大学院医学研究科教授   高 橋 琢 哉 
 
博士の学位論文審査結果の要旨 
 
Association of Cerebrospinal Fluid Levels of Lateral Olfactory Tract Usher Substance 
(LOTUS) With Disease Activity in Multiple Sclerosis         
 
多発性硬化症における臨床病態と Lateral Olfactory Tract Usher Substance の関連性の検
討        
 
【発表の要旨】 
多発性硬化症(MS)は再発を繰り返しながら神経障害が進行する難病である。この
ため再発時の早期診断・早期治療が予後を左右する。しかし、MS の再発・病勢診断
における血液・脳脊髄液(CSF)バイオマーカーは未確立であり、正確な早期診断には
大きな困難を伴う。従って、病態に係る新規バイオマーカーを開発することは極め
て重要かつ喫緊の課題である. 
Lateral Olfactory Tract Usher Substance （LOTUS）は神経回路形成に係る機能
分子で、Nogo receptor のアンタゴニストとして機能する。Nogo receptor は神経
再生を阻害する一方、リンパ球にも発現し免疫系にも関わる。MS は変性疾患と免疫
疾患の要素を併せ持つので、LOTUS がその病態・病勢と機能的関連を有するとの仮
説を立て研究を推進した。  
我々はヒト CSF からの LOTUS 検出法を開発し、これに基づき MS 患者と各種神経変
性疾患患者および健常人の LOTUS 濃度を解析した。その結果、MS 再発期に LOTUS 濃
度の顕著な低下を認め、寛解期には健常人と同程度まで回復する事を明らかにした。
また MS モデルマウスで LOTUS の発現を解析し、病態に従い同様の低下と回復を確認
した。さらに、MS モデルマウスである EAE マウスのリンパ球を用いて LOTUS の免疫
系に対する作用を解析し、病態形成に必須である Th17 のサイトカイン産生が著明に
変動することを示し、LOTUS が MS の病態に中心的役割を果たすことを確認した。 
 MS の病勢に一致して変動を起こす分子は報告がなく、LOTUS の著明な変動は新規
の重要な発見である。本研究は LOTUS が MS の病態を反映する有用なバイオマーカー
であることを世界に先駆けて明らかにしたものであり、臨床及び病態解明研究を大
きく前進させることが期待される。 
 
上記発表の後に、以下の質疑応答がなされた。 
【カットオフ値を設定した根拠について】 
高橋副査より多発性硬化症の再発を検出するための感度を算出する際に用いたに
カットオフ値を 13.65g/dl と設定したその根拠について質問があった。一般的に
バイオマーカーの感度特異度はその使用目的に応じて設定される。例えばスクリー
ニングを目的とする検査では感度が重視され、確定診断を目的とする検査では特異
度が重視される。本研究で示した結果における検査の位置づけは今後行う大規模な
前向き研究で検討していく方針である為、どちらかを特に重視するのではなく感度
特異度共に 90%を超える値をカットオフ値として設定したと返答があった。また、
腫瘍マーカーを例に挙げ、現時点では中枢神経における病勢のスクリーニング検査
として検討している事と返答があった。 
 
【LOTUS を発現している細胞について】 
田村副査より LOTUS は中枢神経系におけるどの細胞に発現しているかについて質
問があった。LOTUS が神経細胞に発現することは既報の通りであり、グリア細胞に
おける発現については検討段階で、これまでにアストロサイト、オリゴデンドロサ
イトについて結果を得ており、マイクログリアについては今後検討していく予定で
あると返答があった。アストロサイトの初代培養を行い LOTUS の発現についてウェ
スタンブロット法を用いて検出を行ったところ、発現は認められなかったが、オリ
ゴデンドロサイトが形成するミエリンの分画を精製し、ウェスタンブロット法を用
いて LOTUS の検出を行った結果、LOTUS を検出することが出来、さらに別の実験で
はあるが、ミエリンの形成時期と一致して中枢神経における LOTUS の発現が著明に
増加する結果を得ており、オリゴデンドロサイトのミエリンに LOTUS が発現する可
能性が高いと考えていると返答があった。また、これらの結果を確認するために
LOTUS の免疫染色を行う準備を進めていると返答があった。 
 
【病態について】 
田村副査より、病態についてそのメカニズムに切り込もうとするその姿勢が見え
て素晴らしいというコメントに加え、マイクログリアが病態に関与している可能性
や Th17 の活性化において IL-12p40 や IL-23 も関わっている可能性について最新の
知見を踏まえた貴重なコメントがあった。マイクログリアと多発性硬化症の病態の
関連性については未だ明らかではないが、マイクログリアには Nogo 受容体が発現し
ていることが明らかにされており、病態との関わりが十分にあるのではないかと考
えられ、その観点からも引き続き病態の解明を進めると追加返答があった。 
 
【測定の精度と血液での測定について】 
川原主査より濃度測定手法の精度向上、侵襲性の低い血液検体からの検出につい
ての質問があった。本研究で用いた濃度測定手法と比べ ELISA を用いた測定はより
精度が高く簡便で、現在 ELISA の開発を進めており、今後は ELISA を用いて測定を
行っていく方針である旨、また、血液検体からの LOTUS 検出については着実に研究
を進めている旨の返答があった。髄液は静脈に還流していることから、LOTUS は微
量であるが血液中にも存在すると考えられるため、質量分析を用いた微量タンパク
測定法である MRM 法を用いた検出を進めていると返答があった。MRM 法とは目的と
するタンパクのシグナル配列を検出することでその濃度を定量する手法である。
LOTUS は C 末端にスプライシングバリアントとは異なる特異的なアミノ酸配列を持
つが、髄液に分泌されている LOTUS がその C 末端に特異的なアミノ酸配列を持つか
不明であったので、髄液中に存在する LOTUS のアミノ酸配列を解析したところ、
LOTUS 特異的な配列を残して切断され分泌されていることを明らかにし、またその
配列には MRM 法で検出可能と考えられるシグナル配列が含まれており、引き続き血
液検体から LOTUSを検出する実験の準備を進めていると返答があった。さらに LOTUS
は Nogo受容体と同様に GPIアンカー型のタンパクである可能性が示唆されている旨
も説明された。 
 
【炎症の増悪により LOTUS の発現が低下する機序について】 
川原主査、田村副査、高橋副査より、病勢の悪化により LOTUS の発現が低下する
機序について以下のような意見が述べられた。信頼性の高いバイオマーカーとする
には現象だけではなくその現象が引き起こされる機序を明らかにすることが重要で
ある。免疫応答に関係する何らかの転写因子がエンハンサーやプロモーター等に結
合し転写の調節が行われている可能性を検討してみてはどうか。また、髄液中の
LOTUS 濃度が減少する理由として発現が低下していることに加え、免疫細胞やその
障害部位において LOTUS が消費されている可能性があるのではないか。これらの意
見を参考にして、引き続きその機序の解明を進めていくと返答があった。 
 
【結論】 
以上の質疑応答は、適切かつ妥当なものであると判断された。 
本研究によって、MS の診断、特に再発時の病態評価に有用な biomarker として Lotus
の新たな意義が確立され、今後の治療方針の決定に重要な知見をもたらしたと考え
られる。よって、博士（医学）の学位に値する研究であると判断された。 
 
